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活性化リ ン パ 球の造血 調節 へ の 関与 を明らか に す る ため , 同種抗原 で刺激 を受 けた リ ン パ 球の 顆粒
球 - マ ク ロ フ ァ ー ジ系造血 前駆細胞 で あ る c olo nyfo r ming u nitin c ultu re(C F U･C) に 及 ぼす影響を検
討した . 培養 2 ～ 3 日目 の 混合 リ ン パ 球培養 mix ed lym pho cyte cultu re(M L C) か ら得ら れ た同種抗原
刺激 リ ン パ 球 を第3者由来 の無関係な骨髄細胞と c o c ulture し た場合 に は CF U･C 数の 有意な 変化は み ら
れ な か っ た . 一 方 , 培養 6 ～ 7 日目お よ び 9 ～ 10 日目の M L Cか ら得 られ た同種抗原刺激リ ン パ 球 を第3
者由来の骨髄細胞か また は 自己 の 骨髄細胞 と c o c ultu r eした場合 に は, C F U- C数は 加え る同種抗原刺激リ
ン パ 球 に do s e-depe nde nt に 減少 した . こ の CF U-C の抑制は, M L C培養 6日目 の 同種抗原刺激リ ン パ 球 培
養上清 の 添加 に よっ て も認め ら れ た. 同種抗原刺激リ ン パ 球の C F U･C に 対す る抑制活性は n o n-T 細胞中
に は認 め られ ず, T細胞中に の み認 め られ た . こ の C F U･C 抑制性細胞の 性状 を明 らか に す るた め, 同種抗
原刺激リ ン パ 球に 2000r ad の Ⅹ線照射 か ま た は T細胞 サ ブ セ ッ ト を認識す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 と補体
に よる処理 を施 した後骨髄細胞と c o c ultu reした . そ の 結果, 同種抗原 刺激リ ン パ 球の CFU-C 抑制性活性
は O R T 8 か また は O KIal と補体 の 処理 に よ り 完全 に 消失した が , Ⅹ線照射で は消失しな か っ た . さ ら に ,
同種抗原刺激 リ ン パ 球の う ち OK T8陽性細胞 を骨髄細胞と c o c ultu reした場合に は C F U-C の 有 意な抑制
が認 め られ たが , 同種抗原刺激 O K T 4陽性細胞や同種抗原非刺激 O K T 4陽性細胞 お よ び O K T 8陽 性細胞
との c o c ultu r eで は C F U-C に有意 な変化は認 め られ なか っ た . 以 上 の成績 か ら, M L Cに お い て 同種抗原
刺激に よ り活性化され た リ ン パ 球 は C F U-C に 対 して 抑制的に 働 き , そ の C F U-C 抑制性細胞 は OK T 8お
よびIa 陽性の T細胞で あ る こ とが 示 唆され た.
Key w o rds Colonyforming u nitin cultu re(C F U- C), M ix edlym pho cyte
c ulture(M LC), T-C ells ubset, M o n o clo n ala ntibody
1961年 Till & McCullo chl)に よ っ て 開発 され た マ
ウス 脾コ ロ ニ ー 形 成法 を契機 と し て造血 幹細胞研究は
急速 に 進歩 し, その 結果種々 の成熟段階に あ る造血 幹
細胞 をin vitroで 定量的 に 測定す る こ とが 可能 に な っ
て き てい る. 最近で は, 造血幹細胞 の in vitro a ss ay
法を利用 して造血調節機構の 解明 が試 み られ て お り,
その メ カ ニ ズ ム が次第に 明 らか に さ れ つ つ あ る . 特 に
近 年, 顆粒 球 - マ ク ロ フ ァ ー ジ 系 前駆細胞 で あ る
C Olo nyfo r ming u nitin c ultu re(以 下 C F U-C と略)
の 分 化, 増殖 に 必 要な c olo ny stim ulating a ctivity(以
下 CS A と略)が, 主 に 単球 や活性化 され た リ ンパ 球に
よ っ て産 生さ れ て い る こ と2)3や , 一 部の 再生 不良性貧
血患者の リ ン パ 球が 造血幹細胞 に抑制的 に 働 い て い る
こ と4)5)な どが見 い 出さ れ て以 来, 免疫担 当細胞に よ る
造血 幹細胞の 分化, 増殖の 調節が注目 を集 めて い る .
一 方, 免疫 担 当細胞 の 中 で も 特 に T 細胞 は, C O n･
Role of Activ ated Lym pho cytesin the Regulatio n of He m atopoiesis :Effect of Allo a nti
･
ge n-Stim ulated Lympho cyte s onGr a n ulo cyte- M ac rophage Pr oge nitorCells･ Shinji Naka o,
I)epartm e nt of Inte rn al Medicin e(III), (Dire ctor :Prof. K . Hattori)Scho ol of Medicin e,
Ka n a z a w aUniv ersity.
同種抗原刺激リ ン パ球 の C F U･C に 及 ぼす 影響
c a n a v alin A(以下 Co nA と略) の よう な mitoge nや
同種抗原な どの 刺激 を受 ける こ とに よ っ て種々 の 免疫
反応の 調節 に 直接関与 す る こ と が知 ら れ て い る6ト 8)
われわ れ は, こ の よう な 免疫反応に 対 し て調節的作用
を有す る活性化丁細胞が造血幹細胞 の 分化, 増殖 の調
節に も 関与 して い る可能性を検討す る た め, ま ず, 種々
の Sup pr eS SOr C els を誘導す る こ と で 知 ら れ て い る
Co n A で 活性化さ れ た T細胞 の C F U･C 及 び赤血 球系
前駆細胞 で ある e rythr oidc olo ny fo r ming u nit (以
下 C F U-E と略) に 及 ぼす影響 を検討 した . そ の結果,
Con A 刺激 丁細胞 は C F U-C や CFU- E の分化, 増殖
に抑制的に 働く こ と を見い 出し, その 成績の 一 部 は既
に報告し た9)10). 一 方 , Co nA 刺激 丁細胞の み な らず,
混合リ ン パ 球培養(mix ed lym pho cyte cultu re, 以下
M L C と略) に お い て 同種抗原 に よ る 刺激 を受 けた T
細胞も M LC を非特異的に 抑制す る こ と が 知 られ て い
る8)
.
そ こ で , 活性化リ ン パ 球の造血調節 へ の 関与 をさ
ら に 明 ら か に す る た め, 同種 抗原刺激 リ ン パ 球 の
CF U.C に 及 ぼ す 影響 を c o c ulture study を 用 い て検
討した.
材料 およ び方法
Ⅰ . 骨髄単核細胞及 び末梢血 リ ン パ球 の 分 離
健康 な v olunte er の 腸骨陵後部よ り ヘ パ リ ン加骨髄
液を5 ml～ 10ml採取 し, 生理 的食塩水で 数倍 に 稀釈
後, Fic oll-Hypaqu e法 に より単核細胞 を分離 した. 得
られ た骨髄単核細胞は α 培養液 (α ･ m Odified Eagle
,
S minim al es se ntial m ediu m, Flo w) に て 3 回洗浄
後, 20% 牛胎児血清 (fetal c aIfse r u m, 以 下 F CS と
略,Flo w) 加α 培 養液 に 3-5 × 106/mlの 濃度で 浮遊
させ, プラ ス チ ッ ク培養皿(60× 15 m m Falc o n#3002
C A)に 3 mlずつ 分注 し, 付着性細胞(adhe re ntc ells)
を除く ため, 5%C O2, 37
0
C, 100% 湿度の 条件下 で 1
時間静置し た. 静置終 了後, 非付着性細胞 (n o n ad he-
rent cells) 浮遊液を採取 し, 1 回洗浄後 M cCoy 5 A
培養液 (Gr a nd Isla nd Biologic al Co . GI BCO, N Y)
に再浮遊さ せ, 骨髄単核細胞と し て C F U-C の 測定に
用 い た
. 同 一 の 骨髄提供者か ら採取 され た骨髄細胞 を
後日別の 実験 に 繰 り返 し使 用 す る 必 要 が あ る 場合に
は, 採取し た骨髄単核細胞 を既 報の 方法1 =で 冷凍保存
し, 必要 に 応 じて 解i軋 洗浄 して C F U･C の 培養に 用 い
た. 冷凍保存一解凍 に よ る骨 髄細胞の コ ロ ニ ー 形成能
の 低下は ほ とん ど認め ら れ なか っ た .
末輸血 リ ン パ 球 は, 骨髄 の 提供者 を含む多数の 健康
人か ら ヘ パ リ ン加静脈血 を採取 し, 生理 的食塩水 で 2
倍に 稀釈後 Fic oll-Hypaque 法 に よ り単核細胞 を分離
する こ と に よ っ て得 た. リ ン パ 球 は R P M I 1640培養
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液(GI B C O) で 3回 洗浄後, 15% 非働化ヒ トプ ー ル血
清加 R P M I 1640培養液 に 1 ×106/ml の濃度で浮遊 さ
せ , 以 下の 混合 リ ン パ 球培養に 用 し)た .
ⅠⅠ . 混 合 リ ン パ 球培養 (M I C)
同種抗原刺激 リ ン パ 球 を得る た めに , 5 ×106の リ ン
パ 球 を反応細胞と し, 2000r ad の Ⅹ線を照射 した非血
縁者 の リ ン パ 球 5 × 106を刺 激細胞 とす る o n e w ay
bulk M L C を行 っ た . す なわ ち , 培養フ ラス コ (50ml
Falc o n# 3013)に Ⅰ で 得ら れ た リ ン パ 球浮遊液5 ml,
Ⅹ線照射 した 非血縁者の リ ン パ 球浮遊液5 ml を そ れ
ぞれ加 え, 5%C O, 37
0
C, 100% 湿度の条件下で 培養を
行 っ た . ControIc ulture と して , 非血縁者の リ ン パ 球
の か わ りに Ⅹ線照射 した自己 リ ン パ 球を刺激細胞と し
て加 え たも の を培養 した. 培養開始後, 2 - 3日 目,
6 - 7 日目, お よび 9 - 10 日目 に 培養リ ン パ 球を採取
し, R P M I 164 0培養液 に て 2回 洗浄後, ト リ バ ン プ
ル ー 色素排泄試験に よ り生細胞数を算定し た. この よ
う に して 得ら れ た 同種抗原刺激 リ ン パ 球 お よ び c o nト
r oI c ultu r eよ り得 られ た非刺激 リ ン パ 球 は McCoy
5 A堵葦液に 2 ×106/ml の濃度で浮遊さ せ, 骨髄単核
細胞と の c o c ultu re study に 用 い た .
ⅠⅠ. C F U･ C の 測 定
C F U-C の 測定 は Pike & Rob ins o n1 2)の 方法 に準 じ
て行っ た . 培養液は, Pike らの処方 に従 っ て ア ミ ノ 酸
や どタ ミ ン を 添加 した M cCoy 5 A培養液 に F CS を
15% 加えた も の を plating m ediu m と して用 い た. こ
の plating m ediu m に 寒天 (Ba cto aga r, DIF C O Lab.
Detr oit M ich) を 0.5% 加え, さら に 正 常 ヒ ト末梢血
よ り得 た白血球 を 1 ×106/ml と な るように 添加 し, こ
の 1 ml を 35m m の組織培養血 (Falc on#3001) に 分
注 して fe ederlayerを作製 した . つ い で骨髄単核細胞
を, 0.3% 寒天 を含 む plating m ediu m に 1 × 105/ml
と な る よ う に 調 整 し, そ の 1ml を overlayer と し て
fe ederlaye rに 重層 した. 培嚢は 5%C O2 ,37
0
C,100%
湿度 の 条件下で 12日 ～ 14 日間行 い , 培養終了 後倒 立
顕 微鏡下 で 40個 以 上 の 細 胞 か ら な る コ ロ ニ ー を
C FU-C と して 算定 した. 成績は triplic ate で 行 っ た 培
養の 平均 C F U-C 数と し て示 し た.
ⅠⅤ . 同 種 抗 原 刺 激 リ ン パ 球 と 骨髄 単核細胞 と の
C O Cultu r e
骨髄単核細胞浮遊液 に 同種抗原刺激リ ン パ 球ま た は
非刺激リ ン パ 球を, 骨髄単核細胞 1 に対 して 0.5, 1.0
また は 2.0の 割合 で 加 えた後 0.3%と なる よ う に 寒天
を加 え て 0 V e rlaye rと し, IIIの 方法 に 従 っ て 培 養 を
行 っ た . 成績 は, 同種抗原刺激 リ ン パ 球を加 えずに 骨
髄単核細胞 を単独 で 培養 し て 得 ら れ た C F U･C 数 を
100%と. し, C O C ultu r eに よ っ て 得 ら れ た CFU-C 数
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を %コ ン ト ロ ー ル で示 し た.
Ⅴ . 同 種抗原 刺激 リ ン パ 球の 性状の 検討
1 . 同種抗原刺激リ ン パ 球培養上清の C F ひCに 及
ぼす影響
培養6 日目 の M L C よ り細胞浮遊液 を採取 し, 400
G lO分間遠心後得られ た上 清を孔径 45JJ m の フ ィ ル
タ ー (M ille x@･ H A, M illipo reCo rp. M a) に 通 し,
培養上 清と し た. 得 られ た培養上清 は C F U-C 測定用
の 培地 に , 最終濃度が 10%に な る よう に 加 え C F U-C
に 及ぼ す影響を検討した.
2 . X線照射 した 同種抗原刺激 リ ン パ 球の C F U･C
に 及ぼ す影響
骨髄細胞と c o cultu reす る同種抗原刺激 リ ン パ 球の
Ⅹ線感受性 を検討す る た め に , K X C-18･2型深部治療
用 Ⅹ線装置 (東芝) を用い て 同種抗原刺激 リ ン パ 球 に
2000rad の Ⅹ線 を照射 した後, 骨髄細胞 と c o c ultu r e
した .
3 . T細胞, n O n- T 細胞 の分離
M L C培養 6日日 に 採取 した 同種抗原刺激リ ン パ 球
を 5 ×10
6/mlの 濃 度 に 調 整 し, 80%F C S加 R P M I
1640培養液に 1 ×108/mlの 濃度で 浮遊 した ノ イ ラ ミ
ダ ー ゼ (ヘ キス ト) 処理 羊赤血球 (she ep red blo od
c ells, 以下 S R13 C と略)を等量加 え て 200 G, 5分間
遠心後4
8
Cで 60分間静置 した. そ の後 pellet を 静か
に再浮遊させ Fic oll･Hy paqu e gradie nt に重層 し 400
G, 30分間遠心 した. Fic oll-Hy paqu eとの 境界 に 層状
に分布す る E ロ ゼ ッ ト非形成細胞 を採取 し, 3回 洗浄
後 M cCoy 5A培養液に 浮遊さ せ 同種抗原刺激 non ･T
細 胞 と し た. 一 方 , 採 取 し た pellet は tris- N H4Cl
bufferで溶血 させ , 3 回洗浄後 M cCoy5 A培養液 に 浮
遊 さ せ 同種抗原刺激 丁細胞 と して 骨髄細胞 と の c o-
c ultu reに 用 い た . こ の よ う に して得 ら れ た T お よ び
n o n･ T細 胞分画 に 再度S R B C を加 えて E ロ ゼ ッ ト を
形成させ る と, Eロ ゼ ッ ト形成細胞 は T細胞分画で は
90% ～ 94%, n O n･T 細胞分画で は 4 % ～ 8%と , T細
胞 とn o n- T 細胞 は効率よ く 分離 され て い た.
4 . 同種抗原刺激リ ン パ 球の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 に
よ るT細胞サ ブ セ ッ トの 解析
ヒ ト T細胞分化抗原お よ びIa 様抗原に 対す る モ ノ
ク ロ ナ ー ル 抗体で あ る O K T 4, O K T 8 お よ び O KIal
(Ortho Pha r m a c e utical Corp. Ra rita nNJ)を用 い
て, 培養6 日目の M L C か ら得 られ た 同種抗原刺激 リ
ン パ 球の T 細胞 サ ブ セ ッ トの 分布 を検索 した . 1 ×
107/mlの 濃度に 調整した 同種抗原刺激リ ン パ 球浮遊
液0.1mlに モ ノ ク ロ ナ ー ル抗体 5 J(1 を加 え, 4
0
Cで
30分間反応 させ た後 pho sphate buffer ed salin e(以
下 P B S と略)に て 3 回洗浄 した. 再浮遊 した T細胞に
尾
40倍稀釈 した蛍光標識抗 マ ウ ス IgG ヤ ギ血清 ( 以下
G/M FI T C と略, Cap pel Labo r ato rie s) を等量ず
つ 加え 4 0Cで 30分間反応さ せ た. 反 応終了後 P BS に
て 3回 洗浄 し, 再浮遊 さ せ た pellet の 一 滴 を ス ライ ド
グ ラ ス に 載せ 蛍光顕微鏡 で 螢光陽性細胞 の比 率 を算定
した . 算定 は少な く と も 400個以上の細胞 を観察して
行 っ た .
5 . モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 と補体 を用 い た T細胞サブ
セ ッ トの 除去と単離
ま ず 同種抗原刺激 丁細胞 サブ セ ッ ト の C F U･C に 及
ぼす 影響 を検討 する た め, モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 と補体
の 処 理 に よ り 同種抗原刺激 丁細胞か ら各 丁細胞サ ブ
セ ッ ト を除去し た. 3 で得 られ た 同種抗原刺激丁細胞
を 1 × 107/ml の濃度 で R P M I 1640培養液 に 浮遊さ
せ, そ の 0.2 mlに 5 〟1 の O K T4, O K T 8, ま た は
O K Ial を加 えて 30 分間4
0
Cで 放置後, 3倍 に 稀釈し
た ウ サ ギ補体 (Lot O29957A, Behlingw e rke AG,
M a rbu rg, W e st Ge r m a ny) を加 え 37
0
Cに て 45分間
反応 さ せ た. コ ン トロ ー ル と して, 同種抗原刺激丁細
胞浮遊液 に 抗体 を加 えず補体の み を加え て 同様の 操作
を行 っ た. 反 応終了後大量の R P M I 1640培養液で 1
回洗浄 した後, 細胞濃度は調整せずに その ま ま 1 ml の
M cCoy 5 A培養液に 浮遊さ せ 骨髄細胞 と の C O Cultur e
に 用 い た . Co c ultu reに 必要な 細胞浮遊液を取り出し
た後, 残っ た抗体 一 補体処理後 の 細胞浮遊液 か ら メラ
ン ジ ュ ー ル で 1 容 をと り 0.3% トリ バ ン プ ル ー 溶液 10
容 と混合 した後生細胞数を算定 した . 各モ ノ ク ロ ナ ー





モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 と補体 に よ る処理後 に 目的と する
T細胞サ ブ セ ッ トの除去率 を間接螢光抗体法 を用 い て
検索 した と こ ろ, 各モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 と補体処理後
の 標的細 胞 の 除 去 率 は O K T 4処 理 で 92～ 94%,
O K T 8処 理 で 93～ 96%, O KIal処 理 で 84 ～ 90%で
あ っ た . 一 方, O K T 4ま た は O K T 8 と補体で処理 した
後 に 残 っ た細胞 の 一 部 は 生細胞数 を 2 × 106/mlの 濃
度に 再調整 し, OK T4 で処理 し た も の を O K T 8陽性
細胞(以 下 O K T 8+細 胞と略), O K T 8で 処理 し たもの
を O K T4 陽性細胞 (以下 O K T 4+細胞 と略) と した.
以上 の 操作で得 られ た T細胞サ ブ セ ッ ト を間接費光抗
体法 で検定 した と こ ろ, O K T4+細胞 中の O K T4 陽性
細胞 は 85～ 90%, O K T 8+細胞中の O K T 8陽性細胞は
80～ 86%で あっ た .
ⅤⅠ. デ ー タ の 統計学的解析
得 られた デ ー タ の 有意差検定 は Stude nt,s tfス トを
用 い て 行い , p値 が 0.05 以下の 場合 に 有意差あ りと判
同種抗原刺激 リ ン パ 球の CF U-C に及 ぼ す影響
定した.
成 績
1 . 同種抗原刺激リ ン パ 球の第 3老骨髄 C F U-C に
及 ぼ す影響 (図1- a)
M L Cの 培養2 - 3 日冒, 6 - 7 日目, ま た は 9 - 10
日目 に 採取 した 同種抗原刺激 リ ン パ 球 を, M LC に 用
い たリ ン パ 球提供者と は 無関係な第 3者の骨髄細胞と
c o cultu r eした . その 結果培養2 - 3 日目 の 同種抗原
刺激リ ン パ 球 で は, 2 ×10
5の 添 加で も C Fひ C数 は
17.2±22 と有意な変化 は み られ なか っ た (p >0.1)
が, 培養6 - 7 日目お よ び 9-10 日目の 同種抗原刺激
リ ン パ 球 で は 1 ×105の 添加 で C FU-C 数 は そ れ ぞ れ
63.6±9.8(p< 0.001), 75.1±8.0(p <0.005) とな り
有意な C F U･C の 抑制が み られ た . また , こ の C F U･C
抑制効果 の 程度は添加 す る 同種抗原刺激 リ ン パ 球 に
dose-depe nde ntで あ っ た .
一 方同種抗原非刺激 リ ン パ
球では, 培養期間に か か わ らず リ ン パ 球の添加 に よ る
CFtトC の 有意な 変化 は みら れ なか っ た . 培養 6-7 日
目の 同種抗原刺激 リ ン パ 球 と培養9-10日目 の 同種
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抗原 刺激リ ン パ 球との 比較 で は, 前者の 方がや や 強い
C FU-C の 抑制を 示 したが 抑制効果に 有意差 は み ら れ
な か っ た (p>0.05).
2 . 同種抗原刺激 リ ン パ 球の 自己 骨髄 C F U-C に 及
ぼす 影響 (図1 - b)
つ ぎに c o cultu reす る 骨髄細胞 が M L Cに お け る 反
応細胞 の提供者か ら得られ た場合, す なわ ち自己 骨髄
細胞と の c o c ultu r eに つ い て検討 した . 培養 6E]目の
同種抗原刺激リ ン パ 球を 自己骨髄細胞 と c o c ultu r eし
た と こ ろ, 2 ×10
5の 添加 で C F U-C 数 は 63.2 ±13.0
とな り有意な抑制が認め られ た(p < 0.01). なお , 同
種抗原刺激 リ ン パ球 の第 3者骨髄 C F U･C に対 す る抑
制と自 己骨髄 C F U-C に 対す る抑制 とで は抑制効果 の
程度 に 有意差 は認め ら れな か っ た (p>0.2).
3 . 同種抗原刺激リ ン パ球が M L C の刺激細胞提供
者由来の骨髄 C F U･C に 及 ぼす影響(図1 - C)
同種抗原刺激 リ ン パ 球を M L Cに お ける刺激細胞 の
提供者由来の骨髄細胞 と c o c ultu reした 場合に は 2 ×
105の 添加で C F U･C数 は 18.1±6.9 とな り , 第 3者骨
髄や自 己骨髄 に 対す る 抑制 に 比 較 し て極 め て 強 い
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No ･ 0† ad ded lym phocyte
Fig･ 1
- a
･ Effe ct of allo a ntigen - Stim ulated lym pho cyte s o n c olo ny fo rming u nit in c ultu re(C F U-C).
Alloge n eicbo n e m a rr o w c ells w e re c ultu r ed with u nstim ulated(口)o r allo a ntige n･ Stim ulated lym pho cyte s
(問)fro m day 2-3, day6 - 7, O rday 9 - 1 0 miⅩed lym pho cyte c ultu r e(M L C), r e Spe Ctiv ely. Data a r e






C F U･C の 抑制が認 めら れ た (p<0.001).
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Fig. 1
- b . E ffe ct of allo a ntige n･ Stim ulated
lym pho cytes o n CFU- C. Autologo u s bo n e
m a rr o w c ells w er e c ultured with u n stim ulated
(□) o r a1lo a ntige n･ Stim ulated(国)1ym pho cyte s
fr o mday6 M L C. Data a r e e xpr es sed a s m e a n±
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No ･ Of ad ded Lym phocyte
Fig･ 1
- C
. Effe ct of allo a ntigen ,Stim ulated
lym pho cyte s o nC F U･C. Bo n e m a rr o w c ells
fr o rndo nors of stim ulato r c ells in M L Cw e re
C ultu red with u n stim ulated(□) o r a1lo a ntigen･
stim ulated re spo nde r 伽 1ym pho cyte sfr o mday
6 M L C. Data a r e e xpr e ssed as m e an±S Dof 4




培養 6 日目の M L Cか ら得 られ た非刺激 リ ン パ 球培
養上清 また は 同種抗原刺激 リ ン パ球培養上清を それ ぞ
れ 最終演度 が 10%に な る よう に o v e rlayerに 添加 し
た と こ ろ, C F U-C数 は それ ぞ れ 92.4± 14.3 (p>0.2)
64･0±7･5(p <0.005)と な り同種抗原刺激 リ ン パ 球培
養上清 を添加 した と き に の み CFU･C の 有意 な抑制が
み られ た .
5 ･ 同種 抗原刺激リ ン パ球 の C F U-C 抑制効果 に対
す る Ⅹ線照 射の 影響 (図3)
培養 6 日目の 非刺激リ ン パ 球お よ び同種抗原刺激リ
ン パ 球 に 2000r ad の Ⅹ線 を照射 した 後骨髄細胞と co.
Cultu r eし, Ⅹ線 を 照射 しな い 非刺激 ま た は 同種抗原
刺激 リ ン パ 球 の C F U-C に 対 す る 抑制効果 と 比 較 し
た. その 結果 Ⅹ線照射後の非刺激リ ン パ 球ま た は同種
抗原刺激リ ン パ 球の 添加 で は C F U･C 数 は 96.8±3.7,
58.8±8.2と な り, Ⅹ線照 射 を しな い リ ン パ 球の 添加
時 と ほぼ 同 じ傾向を示 した.
6 . 同 種 抗原 刺激 丁細 胞 お よ び n o n- T 細 胞の
















Un Stim ulated stim uLated
Fig.2, Effe ct of M L Csupe rn at nt o n C F U
-C.
Cultu r e s upe r n ata nt fr o m u n stim ulated
lym pho cyte s(□)o rday6 M L C(匡ヨ)w e re addedto
C F U-C assays at a c o n c e ntr atio n of lO% in the
C ultu re m edia. Data a re expr es sed a s m e an±S D
Of 5s epa r ate e xpe rim e nts.
*
p<0.005
同種抗原刺激リ ン パ 球の C F U･C に 及ぼ す影響
同種抗原刺激 に よ っ て誘 導され る C F U･C抑 制性細
胞の性状 をさ ら に 明ら か に す る た め, 培養6 日目の 非
刺激お よ び 同種抗原刺激 リ ン パ 球 を T細胞 と non･ T
細胞 に 分離後骨髄細胞 と c o c ultu r eし, そ の C F U･ C
抑制効果 を非分離 リ ン パ 球 と比較 した . そ の 結果丁細
胞の添加時に は C FU-C 数は 62.6±9.8(p< 0.005) と
な り非分離リ ン パ 球よ りや や 強い (p> 0.1)C F U･ C の
抑制がみ ら れ たが , 同種抗原刺激 n o n･ T 細胞や 非刺激
u nrad iated irr adiated
Fig. 3. Radiatio n se n sitibity of C F U･C s up pre ss o r
Cells. Un stim ulated(口)o r a1lo a ntige n- Stim ulat-
ed (函)lympho cyte s fro m day 6 M L Cw e r e
irr adiated with 2000rad a nd cultu red with
allogen eic bo n e m a rr o w cells at a bo n e marrow
l:1ympho cyte 2 r atio. Data ar e e xpr e ssed a s




T細胞, nO n･T 細胞 の添加 で は CFU･C の有 意な抑制
はみ られ な か っ た (p>0.1).
7 . 同種 抗原誘導 C F U-C 抑制性 丁細胞の モ ノ ク ロ

















MしC u n stim ulaled MしC stim 山dod
Fig. 4. Effe ct of allo a ntige n- Stim ulated lym pho･
Cyte S ubpopulatio n s onC F U-C. Lym pho cytes
u n stim ulated o r stim ulated in M L C fo r6 days
W ere fra ctio n ated by u sing a r o sette s edim e nta･
tion techniqu einto T･e n riched a nd T･depleted
fra ctio n s a nd c ultured with bo n e m arrow c ells at
a bo n e m a rr o wl:1ym pho cytelr atio. Data a re




Table l. O Kphe n oty pe of allo a ntige n-Stim ulated Tc e11s























Per c e nt po sitiv e c ells w er edete rmin ed fo rc ells tre ated with e a ch m o n o clo n al antibody
a nd G/M FI T C. Ea ch pa re nthesis repr es e nts the m e a n valu e±1 S Da m o ng peripher al
blo od Tc ellsfr o m4 n o r m al subje cts.
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表1 は M L C培養6 日目の 同種抗原刺激 丁細胞 に つ
い て , モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体で 識別さ れ る各丁細胞分化
抗原陽性細胞 の分布 を調 べ たも の で ある. 健康人 新鮮
リ ン パ 球 に 比 べ て O E T 8+細 胞の 軽度増加 とIa+細胞
の著明な増加 が認め られ た. こ れ らの phe n oty pe を示
す同種抗原刺激丁細胞のう ち, ど の phe n oty pe を持 っ
たT細胞 サ ブセ ッ トが CFU-C の抑制 に 関与 して い る
か を明ら か に す る た め, M L C培養 6 日日の 同種抗原
刺激丁細胞を モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 と補体 で 処理 し た後
骨髄細胞と c o c ultu reした . そ の 結果 は図 5 に 示 され
るよ う に , 同種抗原刺激 丁細胞 の C F U･C 抑制効果 は
O E T 8 また は O EIal と補体 で処理 し た時 に ほ ぼ 完全
に消失 した. 一 方, O K T 4 と補体 の 処理 は C F U-C の 抑
制効果 に ほ と ん ど影響 を与 え な か っ た . 各モ ノ ク ロ
ナ ー ル 抗体 と 補体処理後 の%ki11ing は 表1 のphe n o･
ty pe の 分布 と常に よ く 一 致 して い た .











T4 T 8 la
Fig･ 5･ Effe ct of a ntibody a nd c o mple m e nt tre at-
m ent o nthe ability of alloa ntige n- Stim ulated T
C ells to s up pre ssC F U･C- 2×1 05 allo a ntige n-
Stim ulated Tc ellsfro mday 6 M L Cw e re tre ated
With O K T 4(T 4), O K T 8(T 8), O rO KIal(Ia) a nd
C O mple m e nt(C
'
)o r com ple m e nt alo n e a nd c ultu r-
ed with lXlO5 bo n e m a rro w c ells. Data a r e





8 ･ 同種抗原刺激 丁細胞 サ ブセ ッ トの C F U･C に 及
ぼす 影響 (図6)
O K T4 ま た は O K T 8 と補体処理後の 同種抗原刺激
丁細胞 の 細胞数 を再調整す る こ と に よ っ て 得 ら れ た
O K T 4+細胞 と O K T8+細胞 を そ れ ぞれ 骨髄細胞と c o.
Cultu reし C F U-C に 及ぼ す影響 を検討 した. 同時に培
養 6 日 目の 非刺激 丁細胞 か ら同様 の方法 で得ら れ た
O K T 4+細胞 お よ び O K T 8十細胞 も c oc ulture した . そ
の 結 果同種抗原刺激 O K T 8+細 胞 の 添 加 で は C F U･C
数は 5 6.8±12.2 とな り, 同種抗原 刺激非分離丁細胞添
加時 と 同様 に 有意 な C FU･C の 抑 制 が み ら れ た
(p < 0.005). 一 方 , 同種抗原刺激 0Ⅰ( T 4+細胞や, 非
刺 激 O E T 4+細 胞 お よ び O K T 8+細 胞 の 添 加 で は
C F U-C に 有意 な変化は認 め られ な か っ た (p>0.2).
考 察
本研究 に よ り M L Cに お い て 同種抗原 に よ る刺激を
6日 か ら 10日間受 け た リ ン パ 球は C F U-C の分化, 増
殖 を非特異的に 抑制 し, その C F U･C抑制性細胞は放
射線抵抗性 を有 する O K T 8十 Ia+ の T細胞 で ある こと
が 明 らか に な っ た . さ ら に こ の C F U-C の 抑制活性は






















Fig.6. Effe ct of a1lo a ntige n･ Stim ulated T cell
Subs ets defin ed with O K T 40 rO K T 80 nC F u C.
O K T4+(T 4十)rich a nd O K T 8+(T 8十)rich fra ctio n s
Of u n stim ulated (口) o r allo a ntige n- Stim ulated
(四)T c ellsfro mday6 M LC w e r e obtain ed by a
n egative sele ctio n te chniqu e a nd c ultu r ed with
bo n e m a rr o wc ells at a bo n e m a r ro wl:1ympho･
Cyte2r atio. Data a re e xpres sed a s m e a n±SD of
4s epa r ate e xperim ents.
*
p<0.005
同種抗原刺激 リ ン パ 球の C F U-C に及 ぼ す影響
とか ら, 同種抗原刺激 を受 け たリ ン パ 球は cytoto xic/
sup pr e ss o rphe n otype 陽性の T細胞か ら産生さ れ る
抑制因子 を介 して C F U-C に 抑制的に 作用 す る と考 え
ら れる.
最近 Talley ら13)は今 回の 実験 と ほ ぼ 同様の実験系
を用い て, 同種抗原に よ っ て刺激 を受 け た T細胞と そ
の培養上 清が C F U-C に 抑制的 に作 用 す る こ と を示 し
た
.
一 方 , M L Cに お い て 同種抗原 に よ る刺激 を受 けた
T細胞 はそ の M L Cの 培 養早期 に CS A を産生す る こ
とが 知られ て い る1 4)
. 今回 の 実験 で しめ した 同種抗原
刺激リ ン パ 球に よる C F U- Cの 抑制効果は , Ta11ey ら
の報告した C F U- E に 対す る 抑制効果 に 比 べ る とか な
り弱 い が, こ れ は M L C の培養後期 に 産 生 さ れ た
CFU,C の 抑 制因子 が 培養早期の C S Aに よ っ て あ る
程度相殺さ れ たた め と考 えら れる .
同種抗原刺激 に よ っ て誘導さ れ た C F U-C 抑制性リ
ン パ 球 は第 3者 の 骨髄 C F U-C に 対 し て も ( 図1 -
a), また 自己骨髄 C F U-C に 対 して も ( 図1 - b) 同
じ程度の抑制効果を示 した
. 従 っ て こ の 同種抗原刺激
丁細胞 に よ る C F U-C の 抑 制 は hu m a nle uko cyte
a ntige n(以下 H L Aと 略) に よ る制約を受 けな い も の
と考えられ る . 一 九 同種抗原刺激リ ン パ 球 を M L Cに
お ける刺激細胞提供者由来の骨髄細胞 と c oc ulture し
た場合 に は, 骨髄細胞提供者が M L C の刺激細胞提供
者と無関係 な場合 と は異な り極め て強 い C FU-C の抑
制が みら れ た( 図1 - C). これ は 同種抗原に よ っ て 感
作され た T細胞か ら, M L C の刺激細胞と同じ H L A を
持つ C F U-C に 対 して細胞傷害性丁細胞 が産生 さ れ た
ためと考え られ る15).
この よう な M L Cに お い て誘導され る細胞傷害性 丁
細胞は Reinherz ら16)に よ り O K T 8陽性, Ia 陰性細胞
で ある こ とが 明 ら か に さ れ てい る. 今回 示 した C F U.C
抑制性 丁細胞 は O K T 8陽性, Ia 陽性細胞 で あ る こ と
から, 図1 -a , 1 - b に 示 され る 同種抗原刺激リ ン
パ 球に よる C F U-C の 抑制 に は 細胞傷害性 丁細胞 は関
与して い ない と考 えら れ る.
M LC に お け る 同種抗原刺激は細胞傷害性 丁細胞の
みなら ず n atural kille r細胞 (以下 N K細胞と略) を
も誘導する こ と が知 られ て い る1 7)1 8). 最近, こ の N K
細胞が C FU-C の 分化, 増殖に 抑制的に 働く こ とが 報
告され た1 9)
. 今 回骨髄細胞 との c o c ultu reに 用 い た 同
種抗原刺激リ ン パ 球の 中に は N K細胞 も含ま れ て い
ると考えら れ るが , 既に 報告さ れて い る よう に NK 細
胞の s u rfa c ephe n oty pe は O K T 3陰性, O K T 8陰性で
ある こ とか ら20)2 1), 今回 示 され た CFU-C の抑制が N K
細胞に よる もの で は な い こ と は明 ら か で あ る.
近年免疫担当細胞, 特に T細胞 の 造血 調節 へ の 関与
807
が 注目 され , T細胞サ ブセ ッ トや 活性化丁細胞 な どの




T細胞サ ブ セ ッ トに つ い て は, まずIgG の Fc
部分に 対す る レ セ プ タ ー を持 つ T γ 細胞の C F U-C に
及 ぼす 影響が注目さ れ, 一 部の 再生不 良性貧血患者の
末梢血 T γ細胞2 2)や健康人 の骨髄中の T γ 細胞
23)
, さ
ら に は poke w e ed mitogenで活性化され た末梢血 T
γ 細胞
2 4)25)な どが C F U･C に 抑制的に 働 く こ と が 示 さ
れ た. これ らと は別 に モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体で 識別さ れ
る T細胞サ ブセ ッ ト の末輸血 e rythroid bu r st-fo rm.
ing u nit(B F U･E)に 及 ぼ す影響 も検討され, 末梢血中
の T細胞 に は赤血 球造血を促進 する サ ブセ ッ トと抑制
す る サ ブセ ッ トの 2つ の サブ セ ッ トが存在 する こ と も
示 唆 され て い る26)27)
.
山 方, in vitr oで 誘導 さ れ た
CFU-C抑制性丁細胞 に つ い ては, モ ノク ロ ナ ー ル 抗体
を用 い て検討 した 成績 は こ れ ま で報告され て い ない .
今回 の O E Tシ リ ー ズ を用 い た検 索に よ り, 同種 抗原
刺激 を受け たT細胞の う ち O K T 8+ Ia+細胞 は C F U.C
に 対 して抑制的に 働く こ と, さ ら に 同種抗原刺激 を受
け た 0Ⅰ( T 4+細胞 や 同種抗原刺激 を受 け な い O E T 4十
お よ び O K T 8+細胞 は C F U-C に 有 意な影響 を及 ぼ さ
な い こ と が 明ら か に な っ た. こ の こ と は O E T 8+細胞
が 同種抗原刺激 を受 け て 活性化さ れ る こ と に よ り
C F U-C 抑制性 を獲得 しう る こと を示 唆 してい る.
こ の よ う な 同種抗原刺激 に よ っ て 活 性化 さ れ た
O K T 8+細胞のin viv oで の 機能は不明で あるが, 最近
Bagby
2 9)は 2例 の 好中球減少症を呈 した患者の骨髄中
の O K T 3+, O K T 8
+細 胞が 患者自身の骨髄 CFU-C を
抑 制 し た と 報告 し て い る
.
ま た Aise nberg ら
30)も
O K T 8十細胞が 非腫瘍性増殖 を示 して い る 患者に 著 し
い 好中球減少症 が認 め られ た と報告 し てお り, CytO･
to xic/s up pr e ss o rT 細胞と して 知られ る O K T 8+細胞
がin vitr oの み な ら ずin viv oの 顆粒球系造血 に も 関
与 して い る可能性が強く 示唆さ れ る
.
→ 方 , M L Cに お け る同種抗原刺激 に よ り M L Cを抑
制する 抑制性細胞が誘導され る こ とは よく知 られ て い
る8)が, 最近 こ の ML C抑制性細胞の s u rfa c e pheno･
ty pe が O K T 8
+ Ia+で あ る こ とが 明 らか に さ れ た31)
.
こ の M LC 抑制性細胞 が今 回示 し た C F U-C 抑制性細
胞 と同 一 の 細胞 で ある か どう か に つ い て は今後の 検討
を必 要とす る が, リ ン パ 球の 増殖 を調 節す るT細胞と
造血幹細胞 で あ る C F U･C の 分化, 増殖 を調節す る T
細胞が少な く と も同じ T細胞サ ブ セ ッ トに 属す ると い
う事実は極 め て 興味深 い .
生体に お い て リ ン パ 球が 同種抗原に 暴露さ れる 典型
的な例の 1 つ に 同種骨髄移植 を受 けた患者が あ げら れ
る
. 同種骨髄移植患者で は 移植後長期間に わ た っ て
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O K T 8+細胞の 相対的お よび 絶対的増加が認 め ら れ る
こ とが い くつ か の 施設32)33)か ら報 告され て い る . ま た,
骨髄移植後の早期や慢性の graft-VerSu S･ho st dise a s e
(以下 G V H D と略) の時期 に み ら れ る免疫不全 の原
因と して抑制性細胞の関与 が 示 唆さ れ て い る35)3 6). 最
近われ わ れ は, 同種骨髄移植後慢性 G V H Dを発症 し
病勢に 一 致 して汎血球減少症 を呈 した 1症例 を経験 し
た3 7). この患者で は汎血 球減少を呈 した 時期の 末棺血
リ ン パ 球が健康人骨髄 の C F U- Cや C F U-E の増殖 を
抑制したが , 興味深 い こ と に pr ednis olo n e投与 に よ り
汎血球減少症は改善 し, 同時に 末梢血 リ ン パ 球の 造血
幹細胞抑制作 用 も 認 め ら れ な く な っ た . し か し,
pr ednis olo n eを休薬す る と再 び 汎血 球減少症 が 出現
した
.
ま た, 急性拒絶 反応の 時期に 顆粒球減少症 を呈
した 腎移植患者で も, われ わ れ の症例 と同様 に 末梢血
リ ン パ 球が健康人の骨髄 C F U･C を抑制 した と報告さ
れ て い るユ8). こ れ らの症例か ら, 同種抗原刺激を受 けた
リ ン パ 球はin vitr oの み な らずin viv oの 造血 に 対 し
ても抑制的に 働い てい る可能性が 示唆 され る .
結 論
活性化リ ン パ 球の造血調節 へ の 関与を明 らか に す る
た め, 同種 抗原 に よ っ て 刺激 を 受 け た リ ン パ 球 の
C F U･C に及 ぼす 影響を検討 した結果 以下 の よ う な結
論を得た.
1 . M L C培 養6 日か ら 10日 目 の 同種抗原刺激 リ
ン パ 球は C F U-C の 分化, 増殖 を非特異的に 抑制 し, そ
の 抑制 の 程度 は添加 す る 同種抗原刺激 リ ン パ 球 に
do se-depe ndent であっ た .
2 . この C F U･C の 抑制は 同種抗原刺激リ ン パ 球 の
添加 によ っ て の み ならず, そ の 培養上 浦の添加 に よ っ
て も認め られ た.
3 . 同種抗原刺激リ ン パ 球 の う ち C F U-C に 抑制的
に 働く細胞は Ⅹ線抵抗性 の O K T 8十 Ia十 丁細胞で あ っ
た
.
以 上 の成績か ら , 同種抗原刺激に よ っ て 誘導され る
CFU-C 抑制性細胞が免疫調節 をつ かさ ど る抑制性細
胞 と類似の 性質 を持ち, 臨床的 に み られ る汎血球減少
症 の 成因とな りうる可能性 が示 唆さ れ た.
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A bstr n ct
E ffects of allo a ntige n- Stim ulated lympho cytes o n gr a n ulo cyte m a c r ophage pr oge nito r c ells,
C Olo ny fo r ming u nit in c ultu r e(C F U- C) w e r e studied in a n atte mpt to cla rifythe r ole ofa cti-
Vated lym phocyte$in the r egulatio n of he m atopoie sis. W he n allo a ntige n-Stim ulated lym pho cytes
fro m day 2 - 3 mix ed lym pho cyte cultu re (M L C) w e re c ult r ed withalloge n eic bo n e m ar ro w
Cell$, t he n um ber of CFU - C show ed n o significant cha nge . In c o ntr ast, do s edepe nde nt sup
-
PreSSion of C F U- C w a s obs e rv ed w he n stim ulated lym pho cytes fr o mday 6-7 a nd day 9- 1 0
ML C were added to the cultu re s of a utologo u s o r allogeneic bo n e m a rrow c e11s fo r C F U- C
assays. Culture s upern atant fr o m the allo a ntigen q stim ulated lym pho cytes in day 6 M L Calso
SuP Pr eSSed colony for m atio n of CFU - C. T he C F U- C sup pr essive a ctivity of the alloantige n
-
Stim ulated lym phocyte s w as dete ct ed in the T c ell fr a ctio nbut n ot in the n o n
- T c ell fr a ctio n.
For furthe r cha r a cte riヱatio n of the s e CF U- C sup pr e ss o r c ells, allo a ntige n
- Stim ulated lym -
Pho cytes w e retre ated withrad iatio n(2,0 0 0r ad)o r m o n o clo n al a ntibodie s again st Tc ells ubsets
a nd c o mplem e ntprio rto t he c ultu re. T he suppre s siv e a ctivity w a s c o mpletely abolished bythe
tre atm ent with O K T 80 r O K Ial a ntibodie s a nd c o mple m e nt, W hile t he sup pre s sio n w a s stnl
r et ained afte r radiation. Fu rthe rm o re, O nlyt he O K T 8
+
- rich fr action ofa1lo a ntigen - Stim ulated
lym phocyte s e xe rted significant sup pre sio n of CF U- C, Whe r e as the OK T 4
+
-
rich fra ctio n of
alloa ntigen
-$timulated lym pho cyte s and O K T 4
+
- O r O KT8
十
- rich fr a ctio ns of u n stim ulated
lymphocyte sdidnot sho w signific a nt effe cts o nC F U- C. T he se obs e rv atio n s sug ge st that the
C F U- C sup pre so r cells a re r adior e sista nt and O K T 8- O rIa - PO Sitiv e T c ells, Which m ay be
in duced by alloantigen -Stim ulation in M L C.
